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A method is disclosed for the treatment of viral diseases comprising the administration of antiviral agents 
encapsulated in liposomes. Also provided are formuiations of liposomes for the treatment of viral diseases 
and more particularly for the treatment of infections caused by viruses like human immunodeficiency virus 
(HIV) and cytomegalovirus (CMV). These formulations of liposomes are composed of specific classes of 
lipid components and contain an entrapped drug effective against the viral disease. These liposomal 
formulations of antiviral drugs allow high cellular penetration in different cell lines, good in vitro antiviral 
efficacy against HIV and CMV replication, efficient in vivo targeting of HIV reservoirs and a marked 
improvement of the pharmacokinetics of drugs. 
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(57) Resumo: Palente 6m Invenplo para 'PROCESSO E 
FORMUU56ES PARA TFIATAMENTO DE AIDS E VAfitAS OUTRAS 
DOEMQAS VIRAtS". Unt piDceeso 6 levelado para o ttatamento de 
doencas viraie compreendendo a administrspea de agenfes antiviiais 
encapsuracfos em Nposamas. Tamb^ previda sSo tomtibgoes de 
liposomas para o tfatamento de doen^aB virals, e, mate particuiamiente, 
para 0 bBtamenh) de fnfeosGes causadas por vliuaes amilaiee ao virus da 
Imunodeficifincia hiflnana (HIV) e cltom^lovitus (CMV). Estas 
fDimura;^5 de liposomas sSo compostas de classa especffioas de 
compraientes de llpideo, e contem uma dn^a presa efetiva contra a doenga 
{inUvirals pemiitem alta penebagao celular em linhas de c^ulas difetenntes. 
baa elicacia antiviral In who oanfia dupBeagao de HIV e CMV, erKjiente 
objetiva;&> in vhn> da reeenatorio de HLV, e um apBrfe^oamento ntaicado 
nas larniaDocineticas de dragas. 



Reiat6rio Descritivo da 
Patente de Invengao para "PROCESSO E FORMULAgOES 
PARA TKATAMEKTO DE ATDS E VARIAS OUTRAS DQEKCAft 
VIRAIS", 

Esta inven<?ao se refers a 
foi-mulag:5es *3e liposomas e processo para uso no 
tratamento de doengas virais, e particuiarmente no 
trafcamento de infecgoBs cauaadas por vlroses 
simi lares a virus de imunodef iciSncia humana e 
citomegalovirus. 

Miiitos agentea antivaraie tern 
sido desenvolvidos para o tratairento de pacientes 
com infecpao de virus de imunodef iciencia humana 
(HIV), Contucio, somente beneflcios temporarios s 
iiinitados sao observadois em pacientes infectados com 
HTV tratados com qualguer dos antiratrovirais atuais 
ou conibingc:o<55 dos mesmos. A capacidade limitada 
destes agentes para diminuir a carga viral, o rapido 
deeenvolviraento de resistencia e os efeitos laterals 
toxicos de muitas drogas tern limitado sua eficacia 
por longo tempo, Um problema maior associado com a 
administraciao de agentes antivirais era pacientes e 
sua pobre capacidade em penetrar e atingir as 
c^lulas infectadas. A liberacao rapida da droga e a 



toxicidade de cotnpostos de origem ou metabolitos 
constituem tarab^m alguns dos maiores problemas que 
pode retardar o desenvolvimento e uso de muitos 
agentes sntivirais. Dada h severa toxicidade de 

05 agentes antivlrais atualniente disponivel para tratar 
AIDS e DUtras doengas virais e sua capacidade 
limitada para atingir as c61ulas infectadas, as 
estratfigias auxiliadas no alcance de niveis 
terapeiiticos d© drogas em cfelulas infectadas e 

10 redupao da toxicidade devem ser sxploradas. 0 
prendimento de drogas nos liposomas constitui ma 
aproximapao atrativa para aperfeigoar a distribuicao 
de agentes ativos em c^lulas infectadas, e para 
reduazr os efeitos tdxicos associados com sua 

15 administracrSo. Liposomas sao vesiculas microsc6picas 
etn que uma variedade de drogas pode ser incorporada. 
Por causa da sirailaridade dos componGntsB primarios 
de liposomas com membranas naturals, os liposomas 
sao geralmente n§o-tdxicos e biodegradAveis. Nos 

20 acreditamos que uma luelhor compreensao da fun<?ao dos 
liposomae como transportadores de agentes ant ivira is 
podem conduair a novas estrategias qua podem 
aperfeivoar a eficAcia e seguranga de drogas usadas 
para o tratamsnto de AIDS e outras doenpas virais. 

25 Existe agora muita evidgncia 

iiiostrando que macrofases executam urn papel principal 
na patogenese de HIV, agindo como reservatdrios de 
dii^seminac^ao de virus atravSs de todo o sistema 
iinune {Gendelraan e* outros. , 1969, AIDS 3:475-495; 

30 Meltser e outros., 1990; Ann. Rev. Immunol. 8:169- 
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194;. Foi recentemente reportado que no estagio 
anterior da infecc^ao, e atraves de todo o estagio 
clinicfjmente latente, o HTV se acumula e se duplies 
ativamente nos drgaos linfdidee apesar de uma 

05 atividade viral minima no sangue perif^rico 
(Pantaleo e outroe., 1995, flature 362:355-358; 
Embretson e outros., 1993, Nature 362:359-362; Fox s 
outros. , 1994, Nature 370:256). A alta carga viral 
observada nos tecidos linfdides foi reportada para 

10 ser associada a particulas de HIV presas nas c^lulas 
dendrjticas foliculares dos csntros gsrminais. 
Durante o curso da infecqao de HIV, a rede de 
c^lulas dendriticas foliculares foi gradualmente 
rorapida e finalmente destruida* A medida que o 

15 raic?ro-ambientG de tecidos linfoides & crucial para 
resposta imune efetiva, 6 primordial redusir-se ou 
anular-se o aciiraulo de HIV nos tecidos linfAideg de 
mode a preservar a integridade da rede de micro- 
ambiente. 0 uso de liposoraas como um sistema de 

20 distribuicao da droga 6 particularraente relevante 
pata controlar a progressSo de doenca de HIV. Desde 
que OS liposomas sao naturalniente acolhidos peias 
c^luias do sistema fagicito mononuclear (MPS), a 
terapia baeeada em liposoma deve concentrar os 

25 agentes antivirais dentro das c^lulas susceptiveis a 
infecc?5o de HIV e, ao mesmo tempo, reduair a 
quantidade de drogas nos locals onde ele deve ser 
potencialmente tdxico- As drogas encapsuladaa de 
liposoma podem, portanto, representar uma estratfigia 

30 convenientG para reduzir a disseminacao de HIV para 
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OS tGcidos linfoides, e preservar o micro-atnbiente 
de celulas dendriticas foliculares que similarmente 
protecferao o hospedeiro infectado de deBenvolV9r o 
estado iiminodsficiente caracteristico, 

0 uso de liposomas como 
slstema de distribuicao de droga pode oferecer 
beneficios impoi-tantes quando comparado a droga de 
origem. For exempio^ os liposomas podem proteger as 
drogas contra degrada<?ao enzimatica, aperfei^soar 

10 suss farmscocineticas e diatribulcao de tecido, e 
podein tamb*in permitir urn desprendimento controlado 
6b agentes terapeuticos para c61ulas apropriadas. Km 
adicao, a distribuicao e disponibilidade terapeutica 
de liposomas podem ser moduladas atrav^s de 

15 variagBes de seu tamanho, lamelaridade, composicrao 
de lipideo, carga e propriedades superf iciais. 
desse modo, primordial adaptar as propriedades 
f isico-quimicas de liposomas com o objefcivo 
t«>rapeuLico degejado. E urn objetivo da presente 

20 inveneao gerar formulacoes liposomais de drogas para 
o tratamsnto de AIDS e outras doenqas virais. Tal 
sistema de distribuipao objetivado deve resultar 
esperan?osamente em uma eficacia aumentada s 
toxicidade rsdUEida de agentes antivirais em seres 

25 hutnanos que sofrem de AIDS ou outras doenpas virais. 
Em adicao, a biodisponibilidade de droga 
aperfeicoada ap6s encapsulamento de drogas nos 
liposomes, pode reduair o interval© de dosagem, e, 
consequencemente, aperfei^oar a quaJidade de vida de 

30 pacientes infectados com HIV e outras viroses. 
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A invencao se refers a urn 
processo para o tratamento de doenfas virais, 
compreendendo a admini stragrao de ageiites antivirais 
encapsulados am liposomas. A invencao tambfem se 

05 refers a f ormulapoes de liposoraas para o tratamento 
de doencas virais, e, mais particiiiarmente, para o 
tratamento de infscg-oes causadas por viroses 
similarss ^ HIV s CMV. As forraulac:oes de liposomas 
eSo compostas de classes espsclficas de componentes 

10 (16 lipldeoa, e contem uma droga preea efetiva contra 
a doenca viral. A originalidade da present e invenfao 
e que estas formulagioes liposomals de drogas 
permitem alta penetraciao celular era linhas de 
c^lulas diferentes, boa atividade antiviral in vitro 

15 contra HIV e CMV, eficiente objetiva^iao in vivo de 
reservatdrios de KIV, e um aperfai(:oamento marcado 
nas farmacocin^ticas de drogas (ver Exemplos). 

Em uma concrstiaacao 
preferida, forinula;:oes de liposomas sao compostas de 

20 distearollfosfatidilcoiina {DSPCj : 

distearoilfosfatidilglicerol (DSPG/ em unia raaao 
raolar de 10:3, aprsssntam um diametro de particula 
mSdio entre csrca de 0,05 e 0,5 pra, e contSm 2'-3'- 
dideoxiinosina (ddl) como uma droga antiviral, Em 

25 outra concretisac-ao preferida, formulacjoes de 
liposomas sao compostas de DSPC ; DSPG; 
distearoilfosfatidil-etanolainina-polietilenoglicol 
(T>SPE-PEG) em uma razSo molar de 10:3:1,45, 
apresentam um diametro de particula mSdio entre 

30 cerca de 0,05 e 0,5 um, e cont^m 2'-3'- 



rJideo.Miinosina {ddi) como uma droga antiviral. Bni 
outra concrstiaacao preferida, o polietilenogiicol 
flpressnta urn peso molecular entre cerca de 500 e 
5000 daltons. Em outra concretizacao preferida, as 

05 formulapoes de liposomai? sao contpostas de 
dipaiiniroiifosfatidilcolina (DPPC) : dicetilfosf ato 
(DP) ; colesterol (CHOr,) em uma raaSo molar de 
4:1:5, apresentam urn diametro de particula medio 
entre cerca de 0,05 e 0,5 ^m, e cont^tB 2'-3'- 

10 dldeoxicitidina (ddc) como uma droga antiviral. Em 
ainda outra concretizacao preferida, as formula(:5es 
de liposomas sao compost as de DPPC : 
dipalmitoilfosfatidiigiicerol (DPPG) em uma razao 
molar de 10:3, apresenta urn diametro medio de 

15 particula entre cerca de 0,05 e 0,5 pm, & contain 
foscarnet como uma droga antiviral. 

As Figuras la e lb i lust ram o 
acCimulo de ddl livre e liposomal (20 de ddl) como 
uma fun<?§o do tsinpo, era c^iulas U937 (Figura la) e 

20 celulas RAW 264,7 (Figura lb). As Figuras Ic s Id 
ilustram o acCimulo de ddC livrs e liposomal (25 
de ddC) como uma fungao do tempo, em celulas U937 
(Figura Ic) e cfilulas RAW Z64.7 (Figura Id). As 
Figuras le e If ilustram o aciimulo de ddC livre e 

25 liposomal e foscarnet, respectivemente, como uma 
funcSo da concentracao de droga em celulas RAW 
264.7. 

As Figuras 2a, 2b e 2d mostram 
a atividade antiviral de ddl livre e liposomal (40 
30 jjM ds ddl), ddC (0,01 jTH de ddC) e foscarnet ( 1 uM 



de foscarnet), respectivamente, em c6iulas U937 
infectadas com HlV-ljjjg, As Figuras 2c e 26 mostram 
a atividade antiviral de ddC livre e liposomal (0,0i 
de ddC) e foscarnet {1 de foscarnet), 

05 rsspsctivainente, em c^lulas Molt-4 clone-8 
infectadas com HlV-ljj-jg. A Figura 2f mostra a 
atividade antiviral de foscarnet livre e liposomal 
(1 juM) em cdlulas 3upt-l infectadas com HlV-ljjjg* A 
Figura 2q raostra a inibigao da espressSo de proteina 

10 CMV p72 em ci^lulas de fibroblastos de pulmao humano 
(linha de c^lula MRC-5) por foscarnet livr© e 
liposotnai (FFA e L-PFA, respectivamente). 

As Figuras 3a ^ 3b, 3c 
representain a distribui(?So de plasma e tecido de ddl 

15 livre (Figura 3a), ddl liposomal (Figura 3b) e 
lipideo liposomal (Figura 3c) em ratos ap6s a 
administrat-'ao de ddl livre ou ddl presos nos 
liposomal compostos de DSPC : DSPG em uma raaao 
molar de 10:3^9 tendo U!R diametro de particula 

20 medio de 0,175 jm. As Figuras 3d e 3e repreasntani a 
distribuicrao de plasma e tecido de ddl liposomal 
(Figura 3d) e lipideos liposomaie (Figura 3e) em 
ratos ap4s a administraqao de ddl preso em liposomas 
compostos de DSFC:DSPG:DSPE-PEG em uma razao molar 

25 de 10:3:1,45, 9 tendo urn diametro de particula ni6dio 
de 0,150 jujn. As Figuras 3f, 3g, 3h e 3i representam 
a distribuipao de plasma e tecido de ddC livre e 
liposomal (ddC e L-ddC) em ratos, 1 hora (Figura 3f 
e 3h), e 3 horas (Figura 3g e 3i) ap6s a 

30 administracao intravenosa (Figura 3f e 3g), ou 



intraperitonial (Figura 3h e 3i) de ddC livre ou ddC 
preso em liposomas compostos de DPPC : DP : CHOI, , era uma 
raaao molar de 4:1:5, e tando urn diametro de 
particula midio de 0,300 jum. As Figuras 3 j , 3k e 31 

05 inostram a distribui(?ao de plasma e tecido de 
foscarnet liposomal (Figura 3j), foscarnet livre 
t Figura 3k) e lipideos liposomals (Figura 31) era 
ratos ap6s a adtninistra^ao de foscarnet livre ou 
foscarnet preso em liposomas compostos de DPPCiDPPG, 

10 uraa raaao molar de 10:3, e tendo urn diametro de 

particula medio de 0,165 jim. Ifas Figuras 3a a 31, os 
valores representam meios (+ SEM) obtidos de 4 a 6 
animaie por grupo por ponto de tempo. 

Componentes ^ lipideo 

15 Em produtos baseados era 

liposomas, ^ neceseSrio usar-se bi-camadas 
caracteristicas de liposoma que permitem alta 
eficiencia de encapsulamento de droga, bem como 
vaaamento reduzido ds droga captada para levar 

20 vantagem da capacidade dos liposomas distribuirem . 
alta guantidade de agentes antivirais em c^lulas 
InfectadaE. No caso dae drogas sob o escopo desta 
invencao, eatas requerimentos sao obtidos pelo uso 
de liposoffias compostos de i) uma mistura de 

25 diaciifosfatidilcolina e diacilfosf atidilglicerol 
(em uma razSo molar variando entre 20:1 e 1:1), no 
qual as cadeiaa acil sao, ou saturadas ou 
msaturadas, e t§m entre 14 e 18 itomos de carbono 
em comprimento, ou ii) uma mistura de 

30 diaciifosfatidilcolina : dicetilfosf ato : colesterol 



em uma razao molar de 4:1:5, no qual as cadeias acil 
de fosfatidiicolina sao, ou saturadas ou 
insaturadas, e tgm entre 14 e 18 Atomos de carbono 
de comprirtifinto. 

05 Os liposQinas da presente 

invencao incluem liposomas estericamente 
estabiJisadoS/ definidos aqui corao liposomas 
coiapostos dos componentes de lipideos acima 
mencionados, e que sao modificados pela incorporac:ao 

iO de polimeros, tais como poloxameros e poloxaminas, 
ou de lipideos anfipSticos derivados com urn polimero 
tal como D3PE-PEG, ou diolsoilfosf atidiletanolamina- 
PEG (DOPE-PEG). Detalhes para a sintese de DSPE-PEG 
sao provides no Exemplo 1. Os liposomas da presents 

15 inven?ao tatnbSm incluem imunopolisomas, definidoas 
aqui como liposomas ou liposomas estericamente 
estabilisados compostos dos componentes de lipideos 
acima mencionados, e que sao modificados pelo 
acoplamt?nto de mol^culas de antlcorpos que aumentara 

20 3 objetivacao das cAlulas especificas, 

Nem todas as forinulac:6es 
liposomals testadas t§m mostrado eficiente 
encapsulamento de droga e retenciSo ds droga. For 
exernplo, o prendimento de ddl em liposomas compostos 

25 de egg fosfatidiicolina : colesterol em uma raaao 
molar de 55:45, mostrou uma eficiencia de 
encapsulamento de droga que foi de cerca de 30 veses 
manor do que aquela observada para liposomas 
compostos de DSPC : DSPG em uma raaao molar de 10:3. 

30 Por outro lacto, cerca de 90^ de ddl foi desprendido 
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dc vesiculas multilamelares compostas de egg PC : 
colpgtero] : cardiolipin em uma razao molar de 
35:45:10 apos somente 1 hora de incufaag-ao em soro 
hLMiiano. Em contraste, somente 10% de ddl foi 
05 (iesprendido a partir de veslculas multilamelares 
compostas de DSPC : DSPG era uma rasao molar de 10:3 
em condi^oes simi lares ap6s 5 horas de incubafao em 
soro hnmano, 

Mesmo embora os exemplos 
10 seguinfces descrevam formulagSes liposomals 
especificaa. 6 considerado que uma famiiia de 
formulat'oes liposomais podem ser faciimente 
derivadas a partir dae mesmas, sam afetar as 
propri&dades valiosas destas. Portanto, esta famiiia 
15 de compostos corapreende outras cadeias acil ou dadas 
formula^oas de f osfolipideos que foram testadas na 
prAtica. 

P.reparagao de liposomaa 

Ura grands nftmero de t6cnicas 

20 de preparapao de liposomas tent sxdo desanvolvidas no 
passar de poucos anos, em resposta ao niimero 
crescente de aplica^Ses especificas de liposoraas 
coino sistema de disiribuipSo de droga, A preparapSo 
de liposomas na presents invenggo pode ser feita por 

25 uittfi variedade de t^cnicas, tais como aquelas 
d*?!?cr2tap na literature (Bsoka e Papabadjopoulos, 
1980, Ann. Rev, Biophys. Bioeng. 9:467-508; 
Nassander e outras., 1990, Liposomas em polimeros 
Biodegrad^veie como sistemas de distribuicfao de 

30 droga, p. 261-338). Entre elas, a tAcnica de 



hidratagao de pellcula de lipldeo delgada constitui 
um procsdimsnto rapido e simples para gerar 
liposomas. Os liposomas gerados por esta t6cnica aao 
na maioria das veses vesiculas inultilaraelares e 

05 geralmente variam no tamanho de 0,2 a 10 ^m. A 
t^cnica de bidrata^-ao de pelicula de lipidio delgada 
* detalhada no Exemplo 2. Outra tecnica comum de 
prepara^ao de liposomas ^ a tecnica de evaporapSo de 
fase reverse descrita por Szoka e outros na Patents 

10 dos Estados Unidos No 4.235,871. Os lipoeomas 
gerados por eeta tScnica sao unilatnelares ou 
plurilamelares, e gsralraente variam no tamanho de 
0,2 a 5 pm- A tecnica de evaporapao de fase reversa 
4 dstalhada no Exemplo 3, 

15 Aaentes antivirais , 

Quaiquer inibidor de DNA viral 
e/ou sintese de RRA e/ou protease de HIV esta sob o 
escopo desta invenpSo. Incluidos nesta classe estao 
agentes antivirais tais como 3'-a2ido-3'- 

30 deoxitiinidina (AST), ddl, ddC, foscarnet, ribavirin, 
ganciclovir e saquinavir. A incorporactao destas 
drogas no^ liposomas pode ser efetuada por um ou 
niais processos de carregamento at ivo e/ou passive, 
tais coino aqueies descritos na literatura {Mayer e 

25 outros., 1985, Chem. Phys. Lipldeos 40;333-345). 

As formula^oes de lipoBomae da 
presente invenpeo incluem aguelas tendo um diametro 
medio de particula de quaiquer tamanho, mas mais 
preferivelmente aquelas entrs cerca de 0,05 e 0,5 

30 um. As formulacroes de liposomas da presents invenpao 



tamb^m inclUGm aguelas preparadas com qualquer rasao 
molar de drogaaipideo, Conforme anteriormente 
ntencionado, a propensao dos lipoeomas serem 
acolhidos pelas c^lulas do MPS deve concentrar os 
agentes antivirais presos dentro das cilulas 
sUEceptjveis ao HIV ou outras inf echoes virais, 
aperfeicoando, portanto, sua eficacia antiviral, e 
redijsijido sua toxicidade. Portanto, os exeraplos 
seguintes sSta pretendidos para demonstrarem a 
preparacao de formulaciofis liposomals especificas de 
drogas antivirais que podem ser muito eficientes 
para o tratamento de infecc!8es per HIV e CMV, mas 
nao saa de nenhum mado pretsndidos para limitar o 
escopo da mesma. Em adigiao, mesrao embora a efeito de 
fOL-mulacoes liposomals de drogas tenba sido 
especificamente varificado em duas especies virais, 
KiV e CMV, qualquer virus sensitivo ao efeito de 
inibidores de DNA viral e/ou sintese de RNA e/ou 
protease de HIV esti sob o escopo desta invengSo. 
EXEMPLQ 1 

Sintese M DSPE-PEG 
Distearoilfofifatidiletanolami- 
na-polietilehoglicol (DSPE-PEG) foi preparada 
conforme previamente descrito (Gabison e 
Papahadjopoulos, 1989, Proc. Natl. Acad, Sci. USA 
35:6949-6953; Klibanov e outros,, 1990y FEBS tetters 
265:235-237), Brevemente, metosipolietilenoglicol 
succimidil succinato (PKG-OSu; MW 5000), DSPB e 
trietilamina em uma razao molar de 3:1:3,5 contendo 
0,01 jjCi de t^'*C}- dioleoilfDsfatidiletanolaraina 



POPE [ C]-DOPE por nmol de lipideo forani incubados 
durante a noite a temperatura ainbiente em CHCI3. 0 
solvents foi em seguida evaporado isob uma corrente 
de nitrogenio, e a mistura seca resultants foi 

05 hidratada com Agua bi-destilada. A soluqao de 
miscelas foi fiitrada atrav6s de unia coluna (32 x 2 
era), contendo Bio-Gel A-1,5 M (50-100 mesh), para 
remover PEG-OSu desacoplado. As frapBes de pico 
contendo D3FB-PEG foram determinadas por amttas 

10 contagens de cintila?:lo (para [^^C]-DO?E-PEG) e 
leituras de absorvancia era 225 nm (para PEG-OSu 
livre). As frafoes contendo DSPS-PEG foram 
associadas e dialisadas por 24 horas contra Agua, 
ueando-se merabrana de dialise com urn corte de peso 

15 molecular nominal (ffl'JCO) de 300,000 (Spectra-Por , 
Spectrum Medical, Los Angeles, CA), e, em seguida, 
liofilisadas. 0 DSPE-PEG pode tatnbSra ser obtido 
comercialrasnte em uma variedade de pesos 
moleculares. 

20 fiXEWPLO 2 

2'-3'-dideojtiinosina (ddl) foi 
encapsulada em liposomas compostos de DSPC:DSPG em 
uma razao molar de 10:3, e DSPC; DSPE-PEG em uma 
rasao molar ds 10:3:1,45, usando-se a hidratapao de 

25 pellcula de lipidio delgada. O DSPE-PEG pode ssr 
sintetiaado de acordo com o Exemplo i, ou obtido 
comercialtnente. Em breve, a mlstura de lipideo foi 
dissoivida em clorofomio : metanol (2:1 v/v na 
presence de uma pequena proporpao de ["'**C]-DPPC 

30 (<0,0D2% mol/mol), e eolvente foi em seguida 



evaporado em urn frasco de fundo redondo para formar 

uma pellcula de lipidio delgada na parede do frasco. 

A pelicula de lipldeo foi em seguida hidratada com 

uma solucao amortecida de fosfato (PBS, 145 itiM, pH 

05 7,4) de ddl etit uma rasao molar de droga/lipideo de 

2, na Qual uma pequena proporcSo de ddl radio- 
3 

rotulado [ H] foi adicionada. Ap6s aproximadamente 
uns 30 ininutos inantidas a temperatura ambiente, as 
vftEiculas multilamelaras (MLVe) foram formadas ap6s 

iO ggitapao inecanica da preparac§o liposomal a uma 
temperatura acima do gel para tranfii<?ao ds fase de 
fiuido da mistura de lipideo, As MLVs forani 
exfcrudadas com ura dispositive de extrusao de ago 
inoxidavel (Lipex Bioiaembrana, Vancouver, BC) 

15 atravfes de merabranas de policarbonato (Nuclepors, 
Cambridge, MA) de 0,2 jim. A distribuic:§o de tamanho 
da vesicuia e homoganeidade foram avaliadas pelo 
dispersor de luz quase ellistico {QELS} com ura 
analisador de partlcula de sub-micron (modelo H4SD 

20 Coulter Electronics, Eialeath, FL}. 0 diitnetro m^dio 
dos lipOfaomas extrudados foi 0,175 ± 0,035 jim, e 
0,15 ± 0.01 jLim para as formulac;5es de DSPC : DSPG, e 
formula^oes de DSPC : DSPE-PEG, respectivamente. A 
droga nao-encapsuiada foi removida, ou por 

25 cenfcrifugaeao (300g para 15 minutes h 4oC) da 
preparacSo liposomal (i ral) atrav^s de uma coluna 
de groesoB de 10 ml Eephadex 0-50 (Pharmacia I»RB, 
hfontreal, QC). ultracentrifugapao (leOOOOg para 90 
minutos a 4oC), ou por diilise contra urn volume 

30 determinado ds PBS. A efici§ncia de prendimento da 
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droga foi determinada com o uso de um contador de 
cintilapao de iiquido (modelo L£ 6000TA, Beckman 
Instruments Canada Inc., Mississauga, ON). 

EXEMPLQ 3 

05 2'-3'-dideoxicitidina (ddC) 

foi encapsulada em liposomas compostos de DPPC : DP 
: GHOL em lima raaao molar de 4:1:5, usando-se o 
processo de evapora^-ao de fase reversa (Saoka e 
PapahadjopoulOE, 1978, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 

10 75:4194-4198). Em breve, a mistura de lipideo foi 
dissolvida em cloroformio i metanol (2:1 v/v), na 
presen?!a de uma pequena proporgao de colestsril [1- 
C] oleato, e solvents foi era seguida evaporado em 
um frasco de fundo redondo para forniar una pelicula 

15 de lipideo delgada na parede do frasco. A pelicula 

de lipideo foi em seguida re-dissolvida em 

isopropil6ter : raetanol (3:0,8 v/v). A eeta fase 

organica foi adicionada una solupao amortecida de 

fosfato (PBS, 145 mM, pH 7,4) de ddC am uraa razao 

20 molar de droga/iipideo de 3,6, contendo uma pequena 
3 

proporcao de f Hj-ddC radio-rotulado. A mistura das 
duas iase,G foi em seguida exposta a ultra-som por 5 
minutos em um banho ultra-sonico a temperatura 
ambiente para dar uraa solUi?ao homogenea* O solvente 

25 organico foi eliminado sob vkcuo era condigioes 
controladas por retro-6vapora(?ao a 50oC. As 
3Uspens5es de liposomas foram em seguida extrudadas 
atrav^fi de membranas de policarfaonato de 0,4 jim. A 
distribuigrSo de tamatiho das vesiculas e 

30 homogeneidade foram avaliadas peio QLS. 0 diametro 
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medio dos iiposomas extrudados foi 0,300 ±0,08 ^ra, 
A riroga nao-encapsulada foi removida conforme 
descrito acfima, g a eficiencia de encapsulamento de 
ddc foi estiniada por contagenas de radioatividade . 

05 EXEMPbO 4 

Foscarnet foi encapsulado em 
Iiposomas usando-se o processo de evaporacSo de faee 
reversa, conforme descrito para a prepara?ao 
liposomal de ddC (Exemplo 3}, exceto que o 

10 component e de lipideo foi DPPC : DPPGy am uma rasao 
molar de 10:3. Nests caso, a raaao molar d© 
droga/lipideo foi de 5, e os [^H3-DPPC e ['''^C]- 
foscarnet forara usados conmo tnarcjadores de droga e 
iipideo, respectivamente. As suspensdss de Iiposomas 

15 foram extrudadas atraves de membranas de 
policarbonato de 0,2 jim, gerando Iiposomas com urn 
diSmetro m^dio de 0,165 ± 0,030 ^m. A droga nao- 
encapsulada foi removida conforme descrito acima, e 
a eficiencia de encapsulamento de foscarnet foi 

20 eetimada por contagens de radio-atividade. 

Exemplos comoarando drogas 
liposQinaiis com droaais livres 

Leyantamento celular 

N6s temos reaiizado 

25 experimentos in vitro para avaliar o aciimulo da 
agentes anti-HIV sncapsulados com liposoma e livres 
era cAlulas murina mon6cito-inacvof ase RAW 254.7, e em 
cfelulas prenionocitoides U937 humanas. Em breve, 
experimentos foram realiaados por incubapao de 

30 c^lulas confiuentes em meio de cultura na presenca 
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6e concentrapoes diferentes de agentes anti-HIV 
encapsulados de iiposoma e livres, no qual uma 
pequena proporpao de drogas radio-rotuladas e 
lipldeos foi adicionada. Em diferentes tempos de 

05 incubaQao, o meio foi removido e as cdlulas foram 
lavadas e tratadas com uma solucao de Triton X-100. 
A droga e lipideo foram determinadas pela rnediciao do 
nivel de radio-atividada com urn contador de 
cintilagao de liquido. A concentrafao de proteina 

10 para cada aniostra foi deterrainada com urn ensaio de 
proteina de acido bicinconinico Pierce {Rockford, 
IL) em piacas de micro-titulo. Os resultados mostram 
que a incorporacao de ddC era liposamae aumenta 
grandemtnte a ascendencia de droga em ambas as 

15 celulas EAW 264.7 e U937 (Figuras Ic, Id e le). 
Similsrmente, o foscarnet liposomal acumula muito 
melhor do que a droga livre nas celulas RAV? 264.7 
(Figura l£). Era contraste, embora o nivel da 
ascendSncia de ddl liposomal nestas celulas foi 

20 similar aausle de formula^Ses de liposoraa de ddC ou 
foscarnet, urn acftmulo mais alto de ddl livre foi 
obeervado em ambas as linhas de celulas (Figurae la 
e lb), sugerindo-se uraa permeabilidade de membrana 
maior destas linhas de celulas para ddl comparada 

25 ao!? outros agentee anti-HIV. 

Ef icacia antiviral in vitro 
A efic^icia antiviral das 
formula<?oes liposomais de drogas antivirais foi 
tanib^m avaiiada em linhas de c^iluilas diferentes. 

30 Brevemenrs, as celulas foram infectadas com tipos 



diferentes de KIV com uma niultiplicidadG de infec?:ao 
de 1 (virus/c^luia alvo), e foram tratadas com 
concentraQQss diferentes de drogas encapsuladas de 
liposotnas e iivres. A duplicac^o do virus foi 

05 inonitorada em intervalos de tempo diferentes pela 
medi^ao, ou da atividade de transcriptase reversa era 
sobre-nadantes de c^lula livre, ou pela proteina p24 
virai, usando-se uni teste anzim&tico. A transcripao 
do virus foi tamb^ra monitorada pela anAlise de 

10 reacao de cadeia de polimerase (PGR) 24 horas apos 
tratamentOy usando-se um par principal de HIV 
(M661/M667). A avaliaqao do PCR foi normalizada em 
relapao a quant idade de gene de beta-globin humano 
em c^iulas. A viabilidade da c^lula foi assessada 

15 usando-se um ensaio colorim6trlco baseado em 
tetraaolium (MTT). Os resultados mostraram que a 
incorpora(;go de ddC nos liposomal tern resultado em 
eficacia anti-HIV comparavei, ou mesmo raelbor do que 
o agente livre contra duplicapao HIV-Ijjib era 

20 celulas IJ937 e Molt-4 clone-8 (Figuras 2b e 2c). 
Similarmente, o foscarnet liposomal niostrou eficacia 
antiviral compar&vel ou mesmo melhor do que aqueia 
da droga n§o-encapsulada contra duplicaciao HlVme 
em celulas U937, Molt-4 clone-S e Supt-1 (Figuras 

25 2d, 2e e 2f}. Embora a eficacia antiviral da 
formulacao liposomal de ddl fosse manor do que 
aqueia do agente livre contra duplica?ao HIVjjjb nas 
celulas U937 (Pigura 2a), uma eficacia de anti-HIV 
maior foi observada para ddl liposomal contra 

30 duplicapao de HIV-l^^^a-M raicrofases derivadas de 
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mon6cifco (Tabela 1). t apreciado que, como os 
liposomas sac praf erencialraente captados pelas 
c^iulas do MPS, a eficacia de anti-HIV tnuito mais 
alta das drogas liposomais sobre as drogas livres, 
D5 sera sirailarmente observada sob situac;5es in vivo. 

Tabela 1: EficScia antiviral 
de ddl livre e liposomal era macrofases derivadas de 
raonocito primario infectadas com HlV-l^^jja . ^ . 



■jratantento Concsntraijao p24 (ng/ml) 

10 IjjM) 7 

Nso-tratado 0 161 

ddl 0,1 0 

Liposomal 1 0 

10 0 

15 ddl livre 0,1 0 

• 1 0 

10 0 



Dias pis- 


-infecgrao 


la 


17 


1,265 


7.700 


0 


Q 


0 


0 


0 


0 


20 


280 


0 


0 


0 


0 



Cdlulas raononucleares de 
sangue perif^rico forara suspensas em meio de 
semeadura em uma placa de popo 48 k utna densidade de 
30 3 y. 10^ c^lulas/ml. Cinco dias apos inlciaeao da 
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cultura, as c^lulas nao-aderentes foram removidas 
pela lavagem das culturas quatro veses com PBS. As 
c^lulas aderentes foram primeiro pre-incubadas na 
presen^a ou ausencia de raeio contando droga por 2 

05 lioras antes da inoculapao com 10.000 cpm/popo do 
tipo monocitotripico Ada-M de HIV-1. Em seguida, o 
meio foi mudado de 4 a 5 dias, e foi substituido com 
meio suplementado ou nao com ddl. A duplicagSo de 
virus foi monitorada pela medi^So de nivels p24 

10 usando-se ura ensaio enaimatico. 

A atividade anti-CMV de 
foscarnet livre e encapsulado com liposoma foi 
tamb^m avaliada em cSlulas de fibroblastos de pulmSo 
embi'ionico ( linha de c6Xulas MRC-5 ) . Em breve , as 

15 c^lulas foram infectadas com o tipo AD169 de CMV 
humano, e foram tratadas com diluipSes de s6rie de 
foscarnet livre e liposomal. Ap6s umas 95 horas de 
incubapSo, as celulas foram fixadas e colora?;ao de 
imunoperoxidase foi reaiizada usando-se ura anticorpo 

20 monoclonal direcionado contra urn JcDa iraediato 
anterior k piroteina CMV. As piacas rotuladas foram 
contadas e os resultados foram expresses como 
percentagein de celulas de controle infectadas nao- 
tratadas versus concantracyao de foscarnet. Os 

Z5 resultados mostraram que foscarnet livre & liposomal 
apresentam atividade inibifc6ria comparavel contra a 
expressao de proteina CVM p72 em linha de c61ula 
MEC-5 (Figura 2g). 

Estudos in vivo 
30 AS propriedades 
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farmacoclneticas e distribui<?ao de tecido dos 
agentes anti-HIV livres e encapsulados de liposomas 
forani investigados em ratos- Em brave, as drogas 
iivues e encapsuladas de lipoeotnas forara injetadas 

05 em rat OS Sprague-Dawley feineas como uraa dose 
Intravenosa finica, via um cateter inserido atraves 
da veia jugular dos animais. Em pontes de tempos 
especificos, ob animais foram sacrificados e sangue 
foi coletado am tubas haparinisados , e separadoe por 

10 csntrifugacSo. Ao memso tempo, os tecidos 
selecionados foram rsmovidos, lavados, pesados e 
homogeneisados . Os tecidos e plasma foram em seguida 
tratados de acordo com um procedimento com 
soiubllisador de tecido comercial. A determinacSo de 

15 niveis de droga e lipideo em todas as amostras foram 
monitoradas com trag:adores radio-ativos. 

Os resultados mostraram 
claramente qua o encapsulamento dos agentes 
anfcivirais nos liposomas resultaram em um ac6fflulo de 

20 droga muito maior em tecidos rico em micro-fases em 
relacao aqueles observados para drogas nao- 
encapeuladas {Figuras 3a a 31). A distribuiqao de 
uma quantidade maior de agentes antivirals nastes 
tecidos susceptiveis k infecqao de HIV, e a 

25 distribuipao reduaida de drogas em iocais onde ele 
deve ser potencialmente tdxico, -devs resultar em 
uma Gficacia diminuida e toxicidade reduaida dos 
3W(?ntes anti-HIV. De interesse particular, nds 
mostramos que o aciSmulo de foscarnet liposomal nos 

30 nodos de linfa foi 8 vezes maior do aquele do agents 
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livre (Tabela 2; mesma formulagiao como nas Figuras 
3j, 3k e 31: 10 mg de foscarnet/kg) . 

Tabela 2; Area sob a curva de 
foscarnet livre e encapsulado de liposoma em tecidos 
05 diferentes, eeguinte a administra^So de uma dose 
intravenosa ilnica (10 mg de foscarnet/kg) em ratos.^ 



Tecidos 


Foscarnet lipoeomal. Foscarnet 


[{odos de 




linf a 


J. 00 1 u £M i a 


C^rebro 






86 9 22 9 


Bac^o 




Figado 




Puimoes 


59,7 1,5 


Tecidos 


Razao L-foscarnet/ foscarnet 


Ncdos ds 




linf a 




C^rebro 


13,2 


Olhos 


3,8 


Bac:o 


1495,3 


Flgado 


52,1 


Pulmoes 


39,8 



Valores, expressos em nraol 
foscarnet/g tecido/h, foram calculados a partir de 
25 valores inSdios do perfil de distribuigao de tecido 
usando a regra trapesoidal- 

Um acihmulo de droga aumentado 
foi tambdm observado no cerebro de animals quando 
foscarnet liposomal preferivelraente do que o agente 
30 livre foi injetado em animais. Tal caracteristica h 
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de grande importancia, a medida que doen?as severas 
do sistema nervoso central sao involvidas em 
patologia de HIV. Em adicao, como nossos dados 
demons tram um aumento no acilmulo de droga nos olhos 

05 apos a injeciao de foscarnet liposomal 
prefer ivsliBGnte do que a droga livre, a 
adniinistrac-ao de foscarnet encapsulado em liposotna 
deve aperfsicioar a eficacia da droga contra CMV em 
pacientes infectados coin HIV, e tratados para 

10 retinites de CMV, As farmacocinAticas aperfeipoadas 
tamb^m foram observadas aj?6e prendimento dos agentes 
antivirais nos liposomas (Tabelas 3 e 4; mesmas 
forniulagroes como nas Figuras 3a a 3c, e 3 j a 31 ) , A 
liberaeao sistgtnica das drogas presas foi verificada 

15 ser muito msnor do que aquela dos agentss livres, 
re&ultando em um grande aumento na meia-vida de 
eliminac-ao das drogas liposomals- A farmacologia 
aperfeiqioada dos agentes antivirais ap6s 
encapsulaniento em liposotnaB deve esperan^^osamente 

20 diminuii a dose dos agentes antivirais usadas na 
terapia convencional < bsm como a frequencia de 
adniinistra?:ao dos agentes anti-HIV^ aperfeiffoando, 
portanto, a quaiidade de vlda de pacientes com AIDS 
a outras doen?as virais. 

25 Tabela 3: Parametros 

farmacocin^ticos de ddl livre e liposomal seguinte a 
adminiettapao de uma dose intravenosa ilinica (3 mg de 
ddl/kg) em ratos,^ 

Parametros Liposomas estericamente 

10 estabilizados 



DSPC:DSPG:PEG (10:3:1,45) 





[^H]ddl 


[■"^"CJDPPC 


tl/2(n) 


3,53 


14,50 


AUCq-CO 


950,3 


17420 


( nmol/mi/h) 








0,20 


0,048 


Vdgs (1/kg) 


0,071 


0,077 


CI (1/li/kg) 


0,013 


0,004 


MET (h) 


5,31 


21,04 


Liposoma convenci 




ddl livre 


DSPC:DSP6 (10:3) 




C^Hjddl 


2,64 3,92 




0,14 


649,9 4971 




5,31 


0,26 0,18 




4,97 


0,074 0,070 




0,43 


0,020 0,013 




2,39 


3,79 5,51 




0,20 




^Parametros f oram calculados a 



partir de curvas taitipa-conC9ntra?:ao de plasma 
20 usando-se urn modelo nao-compartimental. Abrevia<?oes : 
ti/2, meia-vida de elimina^iao; AUCq -co, Area sob a 
curva de tempo-concentragiao de plasma de aero a 
infinito; Kgi/ constants de taxa de sliminaeao; 
Vdgg, volume ds estado constante de distribui^iao; 
25 CI, liberacao sistemica; MKT, tempo de reeidSncia 
in^dio. 

Tabela 4: Parametros 
farmacocin^ticos de PFA livre e encapsuiado era 
liposoma seguinte a administracrao de uma dose 
30 intravenosa linica (10 mg/kg) sm ratos.^ 
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Parametros 
farmacocineticos 
t,/2(h) 
AUC'q- CO 
{nmoi/ml/h ) 
Kei (h"^) 
Vdgs (1/kg) 
CI (i/h/kg) 
MRT (h) 



Foscarnet livre 

0,71 ± 0,04 
48,0 ± 9,6 



0,96 ± 0,06 
0,80 ± 0,14 
0,77 + 0,i5 
1,04 + 0,07 

Iiipidio liposomal 

r3„ 



Foscarnet 

liposomal 
3,06 ± 0,34 
3687,5 ± 374,2 

0,24 ± 0,03 
0,040 + 0,004 
0,010 + 0,001 
4,52 ± 0,42 
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[ H]-DPPC 
5,44 ± 0,79 
24277,8 ± 2962,8 
0,12 ± 0,02 
0,050 ± 0,003 
0,006 + 0,001 
7,93 + 1,12 

^Os valores sSo expresses como 
ftiedios i; SD obtidos de 6 animals per grupo por ponto 
de tempo. Abrevia^oes : fci/2/ meia-vida de 
eliminacao; AOCq -co, Area sob a curva de tempo- 
concentra<?So de plasma de zero a infinite; K^i, 
consfeante de tajia de elirninasrao; Vdgg, volume de 
estado constante de distribiii?:ao; CI, liberagao 
sisternica; MRT, tempo de residencia mfidio. 



REIVIKDICACOES 

1- Formula?ao de liposomas 
para o tratamento ds uma doenca viral, caracterizada 
pelo fato de compreender: i) urn componente lipldico 
compreendendo uma mistura de diacilfosfatidiicolina 
6 diacilfosfatidilglicsrol em uma razao molar 
variando entrs 10:1 e 1:1, no qual as cadeias acil 
sSo ou saturadas ou insaturadas, e apresentam entre 
14 e 18 Stomos de carbono em comprimento; s ii) uma 
quant idade terapeutica de uma droga presa efetiva 
contra referida doen^a viral. 

2- Formulac!ao, da acordo com a 
reivindicaijao 1, caracterizada pelo fato de que 
referido componente de lipldeo compreende 
adicionalmente um derivado de polietilenoglicol ds 
uma diacilfosfatidiletanolamina. 

3- Formulac:ao de lipoeomass 
para o tratamento de uma doen^a viral, caracterizada 
pelo fato de corapreender: i) uhi componente de 
lipideo conprsendendo uma mistura de 
diacilf osf atidilcolina rdicet ilf osf ato: colesterol , em 
uma rasao molar de 4:1:5, no qual as cadeias acil 
sao ou saturadas ou insaturadas, e apresentam entre 
14 e 13 ^tomos de carbono em comprimento; e ii} uma 
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quantidade terapeutica de uma droga presa efetiva 
contra referida doenpa viral. 

4- Formulagsao^ de acordo com a 
reivindicaf-ao 3, caracterisada pelo fato de que 

05 referido componente de lipideo compreende 
adicionalmente um derivado de polietilsnoglicol de 
uina diacilf osfatidiletanolamina . 

5- Forraulaciao de liposomas, de 
acordo com a reivindicapSo 1, caracteriaada pelo 

iO fato de que a droga presa 6 selecionada a partir do 
grupo consietindo de 3'-asido-3'"deQxitiniidina 
UST), ddl, ddC, foscarnet, ribavirin, ganciclovir e 
saquinavir. 

6- Formula^ao de liposomas, de 
15 acordo com a reivindicacao 5, caracteriaada pelo 

fato de que o componente de lipideo d 
diacilf osfatidilcolina: diacilf osfatidilglicerol era 
Ulna raaSo molar de 10:3. 

7- Forraula?ao de liposomas, de 
20 acordo com a reivindicapao 2, caracteriaada pelo 

fato de que a droga presa 6 selecionada a partir do 
grupo consistindo de 3 ' -aaido-S ' -deoxitiniidina 
(AST)^ ddl/ ddC, foscarnet, ribavirin, ganciclovir e 
saquinavir. 

25 3- Formula^ao de liposomas, de 

acordo com a relvindica?;So 1, caracteriaada pelo 
fato de que o componente de lipideo e 
diacilf osfatidilcolina r diacilfosfatidilglicerol: 
diacilfosfatidlletanolafliina-polietilenoglicol, em 

30 ujiia raaao malar de iO:3:i;l,45. 
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9- Forroula?:ao de liposomas, de 
acordo com a reivindica^ao 3, caracterizada pelo 
fato de que a droga presa e selecionada a partir do 
grupo consistindo de 3'-asido-3'-deoxitiniiidxna 

05 (AZT), ddl, ddC, foscarnet, ribavirin, ganciclovir e 
saquinavir, 

10- Formulacao de liposomas y 
de acordo com a raivindica^ao 4, caracterizada pelo 
fato de que a droda presa e selecionada a partir do 

10 grupo consistindo de 3'-azido-3'-d6oxitimidina 
{AZT) , ddi, ddC^ foscarnet, ribavirin, ganciclovir e 
saquinavir. 

11- PoriBulagiao da liposomas, 
de acordo com qualquer uma das reivindicapoes 2, 4, 

15 6 6 10, caracterizada pelo fato de que o 
polietilenoglicol apresenta urn peso molecular 
coropreendido entre cerca de 500 e 5000 daltons. 

12- Formula?:!© de liposomae, 
de acordo com a reivindicapSo 6, caracterizada pelo 

20 fato de que o componente de lipideo & 
flistearoilfosfatidilcolina : 
distearoilfosfatidilglicerol em uma ras^o molar ds 
10 = 3, fi a drocfa presa ^ 2'-3'-dideoxiinosina. 

13- 5'ormula^:ao de liposomas, 
25 de acordo com a reivlndicagiSo 8, caracterizada pelo 

fato de que o componente de lipideo S 
dlstearoilfosfatidilcolina : 
distearoilfosfatidilglicerol : 
distearoilfosfatidiletanolamina - polietilenoglicol 
30 em uma rasgo molar de 10:3:1,45, e a droga presa 6 
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2 '-3 '-dideoxiinoEina. 

14- Formulagao de liposomas, 
de acordo com a reivindicaaao 6, caracterizada pelo 
fato de qua o componente de lipldeo d 

05 dipalmitoiifosfatidilglicerol em uma rasao molar d© 
10:3, e a droga presa 6 foscarnet. 

15- Formulaciao de liposomas, 
de acordo com a reivindicapao 9, caracteriaada pelo 
fato de que o components de lipldeo 6 

10 dipalmitoilfosfatidilcolina : dicetilfosfato : 
colesterol eni uma raaao molar de 4:1:5, e a droga 
presa e 2'-3'-dideoxiinosina. 

16- Formulaciao de liposoroaa, 
de acordo com Qualquer uma das reivindicagoes 1 a 10 

15 e 12 a 15, caracterisada pelo fato de que apresenta 
ujn tamanho ra^dio de particula entre cerca de 0,05 e 
0,5 jxm. 

17- Formula^ao de liposoraas, 
de acordo com a reivindica$ao 11, caracterizada pelo 

20 fato de apresentar um tamanho m^dio de particula 
compreendido entre cerca de 0,05 e 0,5 pm. 

IS- Proceseo para o tratamento 
de uma doenca viral em uma pessoa atingida, 
caracterizado pelo fato de coropreender, desse modo, 

25 a etapa de admlnistrar a formulacao de liposomas de 
acordo coin ^ualquer uma das reivindicacoes la 10, 
12 a 15, e 17 a reierida pessoa. 

19- Processo para o tratamento 
de uma doenpa viral em uma pessoa atingida, 

30 caracterisado pelo fato de compreender, desse modo, 



a Gtapa de administrar uma forraulapao de liposomas 
de acordo com a reivindicagiao li a refer ida psssoa. 

20- Processo para o tratamento 
de uma cIoenc:a viral em uma psssoa atingida, 
caracterisado pelo fato de compr sender, desse modo, 
a etapa de adrainistrar uma forraulapao de liposomas 
de acordo com s reivindicacrao 16 a rsferida pessoa. 





TEMPO ( MIiaaTOS ) 




140000 - 
120000- 
•^ii. 100000- 

s 

& 80000- 
60000 - 
g 40000- 
^ 20000 - 



Controle 
Poscarnet: livre 



Fpscarnet liposomal 
Lipesomas vazios 




10 15 
Dias Apos iNFEcgao 



7/U 




10000 



400 
300 
200 
100 
0 



8/lJ 













^ 5 Mm 






1 □ 30 MIN 






^ 1 HR 






□ 3 HKS 






□ 34 HRS 


•ft, , 




t. 





400 






f 


300 








200 




100 




0 



Q 15 SEC 
^ 5 MIN 
□ 30 MIN 
m I HR 
D 3 HRS 
O 24 HRS 



FlKSMX) ' FQOKIES ' BflgO 



"35 



■=g*3000 
"^2000 
I 1000 

I 



□ 15 SEC 


L 


• ^ 5 MIN 




□ 30 MIN 




" ^ 1 HR 






□ 3 HRS 






□ ^4 HRS 










\ ^ — . 





C^CEBRO HASMl 




2000 




BIN EL^On 



w/u 




oproact (Tin no) BgEqsfur asop gp % opioaq (im noj B/tepe^oj esop % 



g 900-} 



g o 700 
< 8 600 
.t S 500 
U 400 
^ 300 
o 200 
§ 100 
0: 



///// 




0 15 SEC m 1 HR 

^ 5 MIN O 3 HRS 

a 15 MIN 0 12 HRS 
□ 30 MIN 



—3J 



900 
800 
700 
600 



g §--500 
« g 400 
^ ^ 300 
^ 200 
I 100 
^ 0 



ED 15 SEC 
^ 5 MIN 
a 15 MIN 

□ 30 um 



m 1 HR 

□ 3 HRS 
0 12 HRS 



PtGMX> 



^3K 



□ 15 SEC @ 1 HR 
@ 5 MIN D 3 HRS 

□ 15 MIN 12 HRS 

□ 30 MIN 




FJSADO 



RE SUMO 

PatGnte de InvernjSo para 
"PROCESSO E FORMULACOES PARA TRATAMEKTO DE AIDS E 
VAEIAS OUTRAS DOENCIAS VIRAIS". 

05 Urn processo 6 revelado para 

o tratamento de doancias virais comDreendendo a 
aaministva<;ao de agentes anti virais encapsuXados em 
iiposoraas. TambSm provide sSo formula^iSes de 
liposoinas para o tratamento de doen?:as virais, e, 

10 mais particularmente, para o tratamento de infeceoes 
causadas por viroses similares ao virus da 
imunodeficiencia humana (HIV) e citoraegalovirus 
{cm). Estas formulacQes de liposomas sSo compostas 
de classes especlficas de coraponentes de lipideo, e 

15 contain uma droga presa efetiva contra a doen^;a 
viral. Estas formula?oes liposoraais de drogas 
antivirais permitem alta penetra?:ao celular em 
linbas de celulas diferentes, boa eficScia antiviral 
in vitro contra duplicacao de HIV e CMV, eficiente 

20 objetivagSo in vivo de reservatdrios de HIV, e ura 
aperfeiffoaniento marcado nas farraacocinfeticas de 
drogas. 



